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論 文 内 容 要 旨
複 雑な三次元 構造 か らなる心 臓 は,時 間的 ・空 間的 に秩序 だ った多 くの過 程 によ り形成 され,
全身 へ血液 を循 環 させ る重 要な臓器で ある。近 年,遺 伝子改変技術 を用 いた分子生物 学的研究が
進歩 し,心 臓発生 には様 々な分 泌因子や転写因子 な どが関与 して いるこ とが明 らか とな り,そ れ
らの分子機構 の解 析 が行 われてい る。
当研 究室(加 齢 医学研究所 ・神経 機能情報研 究分野)で は心臓発生 に関与 す る転写 因子,特 に
Tボ ックス型転写 因 子で あるTbx5について以 前 よ り研究 が行われ て いる。Tbx5は原始心 筒形
成前 か らすで に発 現 し,心 房,心 室の形成 に関 わ ってい ることが知 られ,他 の心 臓転写 因子であ
るNkx2.5やGATA4と複 合体 を形成 し,心 臓 に発現 す る標 的遺伝 子 の転写 を促 進 す る ことが
明 らか に され て い る。 当研究 室 で はその標的 遺伝 子 の一 つ であ るNppa(Natriureticpeptide
precursortypeA)のプ ロモー ター を利 用 したル シフ ェラーゼ ア ッセイ で,Tbx5の コアクチ
ベ ー タ ー の探 索 を行 った。 そ の結 果,Tbx5とMRTF-B(Myocardin-relatedtranscription
factor-B)の両存在下 でNppaに強い転写活性 を持 つ ことが示 されて いた。
MRTF-BはMyocardinfamilyに属す る転 写活性 因子 の一 つ で,主 に,血 管 内皮 や心臓流 出
路 に発現 して いる。 培養細胞 を用 いた研 究で は,MRTF-Bは 細胞質 に局 在 して いるが,活 性型
RhoAや血 清応答 因子(SRF;serumresponsefactor)の刺激 で核へ移行す る とい う特 徴を持 っ
てい る。 この メカニ ズムは,RhoAやSRFの 刺激 が ア クチ ンを介 した細 胞骨格 の リモ デ リング
を引 き起 こし,そ の結 果,細 胞質か ら核へ移行す ることが証 明 され てい る。 また,細 胞骨格 の リ
モデ リングは物 理的 な刺激 に対 して も反応す る ことが知 られてい る。
心臓 発生 におい て,機 械的刺激(メ カニ カル ス トレス)が エ ピ ジェネテ ィ ックな因子 として重
要 な役割を 果たす こ とが報告 されて いる。すな わち,心 臓 の発生 過程 で心 臓 内に流 れ る血流 を阻
害 す ると正常 な心臓 が形成 されな い,心 臓の拍動 がな いゼ ブ ラフ ィッシュ変異体 では正常 な房室
弁 の形 成が認 め られ ない,等 であ る。 しか しなが ら,そ れ らエ ピジ ェネテ ィ ックな因子で ある機
械 的刺 激が細胞 へ どのよ うに情報 を伝達 してい るか,細 胞外 か らの物理信号 を細胞 内の転写制御
に変換 す るメ カニ ズ ムは不 明のま ま残 されてい る。本 研究 ではMRTF-Bが 心 臓発生 にお ける物
理 的刺 激 つ ま り心臓 の拍動 に よ り細 胞内局在 を変 化 させ るのではな いか,心 拍動 に よ り制御 さ
れ るMRTF-BがTbx5と ともに心臓形態形成 に関与 してい るのでは ないか,と い う点 に着 目 し
検証 を行 った。本研究 ではTbx5がMRTF-Bと核 内にお いて蛋 白複合体 を形成 し,心 筋分化 マー
カーであ るNppaの転写 を促進 させ ることを明 らか に した。 また,培 養細胞 に伸展刺 激を行 うと
MRTF-Bは細 胞質 か ら核 へ移行 し,物 理 的刺激 がMRTF-Bの 核 移行 を制 御 して い るこ とを示
した。 さらに,ゼ ブラフ ィッシュ胚 を用 いた実験 か ら,心 拍動 とい う物理 的刺激が ア クチ ン骨格
一178一
の リモデ リング(フ ァイバ ーア クチ ンの形 成)を 引 き起 こ し,そ の結 果,MRTF-Bの 核 内移 行
を促進 して いるこ とを明 らかに した。
本研 究で は心臓発 生期 におけ る機械 的刺激 の受 容系/反応系(mechano-transduction)の分 子
実態 を一部 明 らかに し,メ カニカルス トレスが正 常な心臓 の形成 に必要 であ るこ とを示 した。
一179一
審 査 結 果 の 要 旨
複雑 な三 次元構 造か らなる心臓 は,時 間的 ・空間的 に秩序 だ った多 くの過程 によ り形 成 され,
全 身へ血液 を循環 させ る重要 な臓器 であ る。近 年,遺 伝子改 変技術 を用 いた分 子生物 学的研究 が
進 歩 し,心 臓 発生 に は様 々な分泌 因子 や転写 因子な どが関与 して いる ことが 明 らか とな り,そ れ
らの分子機 構 の解析 が行 われ てい る。著者 は,ゼ ブラ フィ ッシュを用 いた心臓 発生 系を用い,心
発生の分子機 構 を検索 した。
(研究 の背 景)1,著 者の学ぶ研究室 では,心 臓発生 に関与 す る転写 因子,特 にTボ ックス型転
写 因子 で あるTbx5に ついて以前 よ り研 究が行わ れて いる。Tbx5は原始心 筒形 成前か らすでに
発 現 し,心 房,心 室 の形 成 に関わ ってい るこ とが知 られ,他 の心 臓転 写 因子 で あ るNkx2.5や
GATA4と 複合 体 を形成 し,心 臓 に発現す る標 的遺 伝子 の転写 を促進 す るこ とが明 らかに されて
い る。Tbx5はMRTF-B(Myocardin-relatedtranscriptionfactor-B)の存在 下 で,Nppa
(NatriureticpeptideprecursortypeA)に強 い転 写活性 を持 つ ことが示 されて いた。
2.MRTF-BはMyocardinfamilyに属 す る転 写活 性 因子 の一つ で,主 に,血 管 内皮 や心臓流
出路 に発現 して い る。培 養細胞 を用 いた研 究で は,MRTF-Bは 細 胞質 に局在 してい るが,活 性
型RhoAや 血 清応 答 因子(SRF;serumresponsefactor)の刺激 で核 へ移行 す るとい う特徴 を
持 ってい る。 このメ カニズムは,RhoAやSRFの 刺激 が アクチ ンを介 した細 胞骨 格 の リモデ リ
ングを引 き起 こ し,そ の結果,細 胞質 か ら核へ移行す ることが証明 され てい る。 また,細 胞骨格
の リモ デ リ ングは物理的 な刺激 に対 して も反応 す るこ とが知 られ てい る。
3.心臓 発生 に おいて,機 械的刺激(メ カニ カルス トレス)が エ ピジェネテ ィ ックな因子 として
重 要な役割 を果 たす こ とが報告 されてい る。す なわ ち,心 臓 の発生過 程で心臓 内 に流 れ る血流 を
阻害 す る と正 常 な心臓 が形成 されない,心 臓 の拍動 がないゼ ブラフ ィ ッシ ュ変異 体 では正常 な房
室弁 の形成 が認 め られな い。
(目的)エ ピジェネ テ ィックな因子 であ る機 械的刺激 が細 胞へ どの ように情 報 を伝達 している
か,細 胞外 か らの物理信号 を細胞 内の転写制御 に変換す るメカニズム は不明 のま ま残 されてい る。
本研 究 ではMRTRBが 心臓 発生 におけ る物理 的刺激,つ ま り心臓 の拍動 に よ り細胞 内局在 を変
化 させ るので はな いか,心 拍動 によ り制御 され るMRTF-BがTbx5と と もに心臓形 態形成 に関
与 して いるので はないか,と い う点 に着 目 し検証 を行 った。
(結果)本 研究で はTbx5がMRTF-Bと核内において蛋白複合体 を形成 し,心 筋分化 マー カー
で あ るNppaの 転 写 を促進 させ る こ とを 明 らか に した。 ま た,培 養 細胞 に伸 展刺 激 を行 う と
MRTF-Bは細胞質 か ら核へ移 行 し,物 理 的刺激 がMRTF-Bの 核移 行 を制御 して い ることを示
した。 さ らに,ゼ ブ ラフ ィッシュ胚 を用 いた実 験か ら,心 拍 動 とい う物 理的刺 激が ア クチ ン骨格
の リモ デ リング(フ ァイバーア クチ ンの形 成)を 引き起 こ し,そ の結 果,MRTF-Bの 核 内移行
を促 進 してい る ことを明 らか に した。
本研究 では心臓発生 期 における機械 的刺 激の受容系/反応系(mechano-transduction)の分子
実態 の一部 を明 らかに し,メ カニ カルス トレスが正常 な心臓 の形成 に必 要で あ るとい う極 めて重
要 な概念 を確 認 し,学 位 に十分値す る研究 であ ると判断 された。
よ って,本 論文 は博 士(医 学)の 学位論 文 と して合格 と認 め る。
一180一
